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Abstrak 
Sekitar sepertiga dari populasi dunia telah terinfeksi Mycobacterium tuberculosis. 
Pencegahan tuberkulosis saat ini dilakukan dengan vaksin BCG. Namun penyakit  tuberkulosis 
di Indonesia berada pada peringkat kedua tertinggi di dunia, sehingga ektivitas vaksin BCG 
mulai dipertanyakan. Adanya beberapa kelemahan dari vaksin BCG, sehingga diperlukan 
alternatif vaksin baru yang efektif untuk mencegah tuberkulosis. Protein PPE telah dihipotesikan 
menjadi sumber utama variasi antigen pada M. tuberculosis. Salah satu anggota PPE yang 
menjadi kandidat vaksin  TB  adalah Rv 1168c. Hasil penelitian menunjukkan bahwa antigen 
PPE mikobakterial Rv 1168c yang bergabung dengan gen ESAT-6 kelompok 5 (ESX-5) 
diprediksi menghasilkan sekretori yang baru. Tujuan penelitian ini adalah mengisolasi dan 
mengkarakterisasi Rv 1168c sebagai antigen untuk vaksin tuberkulosis. Metode yang 
digunakan adalah mengkultur M. tuberculosis dalam medium Lowenstein Jensen, mengisolasi 
DNA kromosom, mengamplifikasi gen Rv 1168c dan mengurutkan urutan nukleotida dengan 
sekuensing. Hasil penelitian setelah dilakukan amplifikasi PCR dan sekuensing diperoleh gen 
pengkode Rv 1168c dengan ukuran 1041 bp 
 
Kata kunci : Rv 1168c, BCG, vaksin 
 
Abstract 
 
About one third of the world's population has been infected with Mycobacterium 
tuberculosis. Prevention of tuberculosis disease is currently done with the BCG vaccine. 
However, tuberculosis in Indonesia is ranked the second highest in the world, so the 
effectiveness of the BCG vaccine is questionable. There are some weaknesses of the BCG 
vaccine, so that a new vaccine alternative that is effective for preventing tuberculosis. PPE 
(proline-proline-glutamic) proteins have been hypothesized to be the main source of antigen 
variation in M. tuberculosis. One PPE member who became a TB vaccine candidate was Rv 
1168c. The results showed that the mycobacterial antigen was Rv 1168c which joined the 
ESAT-6 group 5 (ESX-5) gene was predicted to produce a new secretory. The aim of this study 
was to isolate and characterize the Rv 1168c as an antigen for tuberculosis vaccine. The 
method used is culture of M. tuberculosis in the Lowenstein Jensen medium, isolating 
chromosome DNA, amplifying the Rv 1168c gene and sequencing nucleotide sequences. The 
results of the study after PCR amplification and sequencing obtained an Rv 1168c coding gene 
with a size of 1041 bp 
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Pendahuluan 
 
Tuberkulosis (TB) adalah penyebab kematian kesembilan di dunia dan penyebab 
kematian utama dari penyakit infeksi setelah HIV/AIDS. Pada tahun 2016 diperkirakan 10,4 juta 
orang terinfeksi TB terdiri dari 90% orang dewasa, 65% laki-laki, 10% adalah orang hidup 
dengan HIV (74% di Afrika) dan 56% berada di lima negara yaitu India, Indonesia, Cina, Filipina 
dan Pakistan (WHO, 2017).  
Vaksin yang telah digunakan secara luas untuk imunisasi TB adalah vaksin BCG 
(Bacillus Calmette- Guerin)  yang diperoleh dari M. bovis yang telah dilemahkan.  Namun tetap 
tingginya penderita TB di dunia termasuk Indonesia menunjukkan bahwa efektivitas vaksin BCG 
mulai dipertanyakan. Pada tahun 1940 beberapa negara antara lain Inggris, Denmark dan 
Amerika Utara menunjukkan bahwa efektivitas BCG hanya 70-80%. Penelitian di Amerika 
Serikat menemukan bahwa efektivitas vaksin BCG pada anak hanya 60-80%. Vaksin ini tidak 
digunakan lagi di Amerika Serikat karena dapat menimbulkan komplikasi dengan test tuberkulin 
(Andersen, 2001). Adanya kelemahan dari vaksin BCG, sehingga diperlukan alternatif vaksin 
baru yang efektif untuk mencegah TB.   
Pendekatan yang dilakukan adalah dengan pendekatan proteomik hingga genomik 
dengan membandingkan antara M. tuberkulosis, M. bovis strain BCG dan spesies 
Mycobacterium lainnya. Derivat protein yang sudah dimurnikan dari M. tuberculosis umumnya 
digunakan untuk mendiagnosis TB. Penelitian untuk mengidentifikasi antigen M. tuberculosis 
sebagai kandidat vaksin protektif dapat berupa heat shock protein (hsp) atau keberadaan sekret 
antigen dalam kultur M. tuberculosis.  
 Berdasarkan informasi yang diperoleh dari genom M. tuberculosis, telah berhasil 
diidentifikasi beberapa kandidat antigen permukaan yang menginduksi respons imun humoral. 
Pada perbandingan genetik antara M. tuberculosis dan M. bovis virulen terhadap M. bovis galur 
BCG, diperoleh bahwa pada M. bovis galur BCG ditemukan tiga daerah genom yang hilang 
yaitu region of deletion 1,2, dan 3 (RD1-RD3) serta 13 daerah lainnya yang mengandung 129 
open reading frame (ORF). Daerah RD1 terdapat pada semua Mycobacterium virulen dan isolat 
klinik, yaitu pada semua M. tuberculosis dan M. bovis. RD1 mengandung 8 ORF, dan  2 ORF 
terdapat pada operon lhp-exe yang mengkode protein ESAT-6 dan CFP-10 (MTSA-10, Mtb11). 
Di sebelah kedua ORF tersebut terdapat gen pengkode protein PE (Pro-Glu) dan PPE (Pro-Pro-
Glu).  Keluarga PE dan PPE adalah protein berukuran besar  yang kaya glisin. Sekitar 69 
anggota PPE memiliki daerah konservasi N terminal yang terdiri dari 180 asam amino diikuti 
daerah C terminal (Choudhary et al., 2003). 
  Kedua protein ini telah dihipotesikan menjadi sumber utama variasi antigen pada M. 
tuberculosis.(Okkels et al. 2003). Salah satu anggota PPE yang menjadi kandidat vaksin adalah 
PPE Rv 1168c.  Hasil penelitian menunjukkan bahwa antigen PPE mikobakterial Rv 1168c 
(PPE 17) yang bergabung dengan gen ESAT-6 kelompok 5 (ESX-5) diprediksi menghasilkan 
sekretori yang baru. Diketahui pula bahwa kelompok ini terkonservasi pada mikobakteri 
patogen, tetapi tidak pada M. smegmatis. Hasil analisis BLAST menunjukkan bahwa tidak ada 
gen yang homolognya tinggi dengan Rv 1168 c pada mikobakteria  bukan TB.   Penelitian yang 
dilakukan oleh Khan N et.al.,2008 menunjukkan bahwa Rv 1168 c lebih kuat dikenali oleh sera 
penderita TB dibandingkan ESAT-6 dan Hsp60. Demikian pula protein RV 1168c dapat 
menginduksi produksi IFN-γ dibandingkan PPD. Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi dan 
mengkarakterisasi Rv 1168c sebagai antigen untuk vaksin tuberculosis 
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Metode Penelitian 
 
Bahan 
 
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah NaOH, Na sitrat, isolat klinis M.tuberculosis, 
agarosa,   medium Luria Bertani (LB), aquades, buffer TBE, EtBr, loading dye, marker 100 bp, 
PCR kit  
 
Metode Kerja  
1. Kultur M. tuberculosis  
 Bakteri M. tuberculosis diperoleh dari sputum penderita tuberkulosis. Terlebih dahulu 
dilakukan dekontaminasi sputum dengan larutan dekontaminan yang terdiri dari NaOH 4% dan 
2,9 % Na Sitrat. Selanjutnya ditumbuhkan dalam medium Lowenstein Jensen yang terdiri dari 
Monopotassium dehydrogen phosphate, Magnesium sulfate-heptahydrate dan Tri-Magnesium 
dicitrate-4-hydrate). Ditambahkan pula L-Asparagin, Potato flour, Malachite green dan gliserol. 
Selanjutnya disterilkan dalam autoclave, dan setelah dingin ditambahkan telur ayam kampung. 
Medium LJ dipadatkan pada suhu 860C, 45 menit selama 2 hari. Kemudian dilakukan 
pewarnaan ZN untuk membuktikan kebenaran M.tuberculosis. 
 
2. Isolasi DNA kromosom M. tuberculosis 
Isolasi DNA kromosom dilakukan dengan metode Boom. Ke dalam 100 µl sampel 
ditambahkan 900 µl buffer lisis L6, sentrifugasi pada 12.000 rpm selama 10 menit. Selanjutnya 
supernatan ditambahkan dengan 20 µl celite, sentrifugasi 15 detik. Endapan dicuci dengan 1 ml 
buffer L2 sebanyak dua kali. Kemudian dicuci dengan 1 ml etanol 70%, dan 1 ml aseton 
masing-masing dua kali. Endapan dilarutkan dengan menambahkan buffer TE. 
 
3. Amplifikasi gen Rv 1168c Mycobacterium tuberculosis dengan PCR  
Komponen reaksi PCR dalam sejumlah 20 μL d 
ibuat dengan mereaksikan 1 μL primer forward (10pmol), 1 μL primer reverse (10pmol), 
dan 3μL DNA hasil isolasi dan digenapkan dengan Master Mix go Taq green. Kondisi PCR yang 
digunakan untuk 10 siklus adalah denaturasi awal 94oC selama 30 detik, penempelan pada 
primer 42oC selama 30 detik, dan pemanjangan fragmen DNA pada 72oC selama 1 menit.  
Kondisi PCR untuk 20 siklus adalah denaturasi awal 94oC selama 30 detik, penempelan pada 
primer 37oC selama 30 detik, dan pemanjangan fragmen DNA pada 72oC selama 1 menit. 
Pemanjangan fragmen DNA akhir pada 72o selama 30 detik. Amplifikasi PCR dilakukan dengan 
menggunakan primer spesifik dengan urutan   
F : 5’-GACTCGAGATGGATTTCACAATTTTT-3’ 
R :  5’-GCAAGCTTCTAGCCGGCGGCGGGTGACCGCAGT-3’.  
Ukuran gen target Rv 1168c yang diharapkan adalah 1041 bp.   
 
4. Sekuensing gen Rv 1168c 
 Karakterisasi gen Rv 1168c dilakukan dengan sekuensing dan analisis dilakukan 
dengan melihat tingkat homologi dengan data dari gene bank.  
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Hasil  
 
A. Isolat  klinis Mycobacterium tuberculosis 
Pada penelitian ini asal bakteri Mycobacterium tuberculosis diperoleh dari sputum 
penderita TB. Kultur M.tuberculosis dilakukan dalam medium LJ dan dilanjutkan dengan  
pewarnaan ZN. Hasil yang diperoleh dapat dilihat pada gambar 1.  
 
 
 
Gambar 1. M.tuberculosis setelah pewarnaan ZN 
 
 
B. Ekstraksi DNA kromosom M.tuberculosis  
 
DNA genom M. tuberculosis diisolasi dengan menggunakan kit ekstraksi DNA. Hasil 
ekstraksi diukur dengan menggunakan spektrofotometer pada absorbansi 260 nm. Data 
pengukuran konsentrasi DNA ditunjukkan pada tabel 1. 
 
Tabel 1. Konsentrasi ekstraksi DNA kromosom 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Sampel A 260 A 280 R C (µg/ml) 
1 -0.018 -0.053 0.340 9 
2 0.236 0.146 1.616 118 
3 0.040 0.025 1.600 20 
4 0.096 0.029 3.310 48 
5 0.058 0.007 -8.286 29 
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C. Amplifikasi gen Rv 1168c 
 
Pada proses PCR ini digunakan primer spesifik untuk mengisolasi gen Rv1168c dengan 
panjang 1041 pb. Hasil amplifikasi PCR dapat dilihat pada gambar 2. 
 
 
Gambar 2. Produk PCR Rv 1168c 
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D. Sekuensing gen Rv 1168c 
 
 Hasil sekuensing gen Rv 1168c dan seteleh dilakukan uji homologi diperoleh hasil pada 
gambar 3.   
                                                                                                                                                          
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 3. Hasil penjajaran sekuen gen Rv1168c M.tuberculosis H37Rv dengan  
primer spesifik 
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Pembahasan 
 
Tahapan awal penelitian ini untuk mendapatkan isolat M.tuberculosis adalah 
pengumpulan sputum dari penderita positif TB.  Selanjutnya dilakukan dekontaminasi sputum 
agar kuman berkelompok, sehingga lebih mudah mendapatkan mikobakteria dalam jumlah 
besar. Tindakan dekontaminasi juga diperlukan untuk membunuh kuman selain mikobakteria 
misalnya flora normal dan jamur. Apabila bahan pemeriksaan tidak didekontaminasi akan 
menyebabkan dinding sel mikobakteria terperangkap dan terlindungi oleh sputum sehingga 
tidak nampak pada saat pewarnaan.  
Kultur M.tuberculosis dilakukan dalam medium Lowenstein-Jensen (LJ). Medium LJ 
merupakan medium berbasis telur yang dilengkapi dengan asam lemak dan protein untuk 
metabolisme mikobakteria. Gliserol menjadi sumber karbon dan energi, sedangkan asparagin 
untuk sumber nitrogen dan stimulasi pertumbuhan. Koagulasi albumin telur diperlukan untuk 
mengentalkan medium cair, dan  malachite green berperan untuk menghalangi kontaminan 
(PML Microbiologicals, 1989). Hasil kultur diperoleh koloni M.tuberculosis berwarna kuning dan 
bulat, dengan medium pertumbuhan berwarna hijau. Koloni tersebut belum dapat dipastikan 
apakah benar M. tuberculosis, sehingga perlu dilakukan pewarnaan Ziehl-Neelsen (ZN). Hal ini 
disebabkan karena mikobakteri lain seperti M. fortuitum, M. triviale, M. chelonei dan beberapa 
strain  M. flavescens dapat tumbuh pada medium ini (Condalab, 1990).  
Pewarnaan ZN adalah pewarnaan diferensial untuk bakteri tahan asam. Bakteri tahan 
asam adalah bakteri yang pada pengecatan ZN tetap mengikat warna pertama, tidak luntur oleh 
asam dan alkohol, sehingga tidak mampu mengikat warna kedua. Dibawah mikroskop tampak 
bakteri berwarna merah dengan warna dasar biru muda. Mikobakteria tergolong bakteri tahan 
asam karena sangat tahan terhadap penetrasi warna dasar dan tidak mudah dicuci dengan 
alkohol asam, seperti terlihat pada gambar 1.  
 Ekstraksi DNA M.tuberculosis dilakukan untuk memperoleh DNA kromosom yang akan 
digunakan sebagai cetakan pada amplifikasi gen Rv 1168c dengan PCR. Pada tabel 1 terlihat 
hasil pengukuran pada ekstraksi DNA diperoleh bahwa sampel 2 memiliki konsentrasi tinggi 
dengan nilai 118 µg/ml. 
Hasil amplifikasi PCR gen Rv 1168 c menggunakan primer spesifik diperoleh pita  
berukuran 1041 bp (gambar 2). Hasil  ini juga diperoleh oleh Khan et al., 2008  dan menyatakan 
bahwa gen Rv 1168c berukuran 1041 bp dan mengkode protein PPE 17 yang berpotensi 
sebagai diagnosis berbasis serologi untuk TB. 
 Selanjutnya dilakukan sekuensing genRv 1168c. Pada gambar 3 terlihat urutan gen Rv 
1168c yang telah disekuensing dengan panjang 1041 bp, dan daerah penempelan primer pada 
urutan forward dan reverse. 
 
 
Kesimpulan 
 
Telah berhasil diisolasi dan dikarakterisasi gen Rv 1168c M.tuberculosis  dengan panjang 1041 
bp  
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